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論 文 内 容 要 旨          
【第 1 章 緒論】 
 がんによる死亡率は，1981 年から現在に至るまでわが国における死因の第 1 位を占めており[1]，高齢
化社会となるにつれてますます増加の一途をたどると思われる．がんの治療法のうち，化学療法 (投薬
治療) は進行がんに効果があるものの，抗がん剤による副作用が問題視されている．この副作用の低減
について，「必要な薬を，必要なときに，必要な量だけ，必要なところに届ける」ドラッグデリバリー
システム (DDS) という手法が提唱されている．DDS を達成するため，種々の DDS 材料が開発されて
おり，近年，新たな薬剤輸送担体として層状複水酸化物 (LDH) のような無機材料の応用が期待されて
いる． 
LDH は粘土鉱物の一種であり，金属水酸化物基本層の層間にゲストアニオンを取り込む機能をもつ．
LDH は取り込んだゲストを安定化し，細胞膜との静電作用によってゲストの輸送を促進する低細胞毒
性の材料として注目されている．本研究では，細胞に添加された LDH の細胞内挙動，薬剤輸送担体と
しての LDH の特異性や優位性を理解し，効果的な薬剤輸送担体とするための LDH の設計指針につい
て提唱することを目的とする． 
【第 2 章 フルオレセイン/LDH の合成と細胞輸送】 
 蛍光色素フルオレセインナトリウム  (Fluo) をゲスト分子とした複合体フルオレセイン /LDH 
(Fluo/LDH) を合成し，細胞内蛍光プローブとして用いることで，細胞に添加された LDH の挙動を観
察した． 
複合体は，共沈法により生成した沈殿を 100C，4 h の条件において水熱処理することで得られた．
特性解析結果より，Fluo/LDH は層状構造をもつ 300 nm 程度の板状粒子であることが確認され，強い
緑色発光とマウス由来線維芽細胞 L929 に対する低い毒性を示した． 
蛍光顕微鏡観察において，Fluo 溶液を添加した細胞においては発光が見られなかったが，Fluo/LDH を
添加した細胞において緑色発光が観察された．したがって，LDH との複合化によって Fluo アニオンの
細胞輸送が促進されたと言える．LDH の細胞輸送について，さらに TEM による観察を行った．細胞に
添加された LDH 粒子は，曝露時間 10 分において，細胞膜に取り囲まれ，細胞膜由来の小胞 (エンドソ
ーム) によって内在化される様子が観察された．これより，Fluo/LDH がエンドサイトーシスと呼ばれ
る細胞輸送機構によって細胞内へ輸送されることが明らかになった．さらに，曝露時間 30 分において，
LDH 粒子がエンドソーム内から細胞質へ脱出する様子や，細胞核近傍へ移行している様子が観察され
た． 
【第 3 章 フルオレセイン/LDH ナノ複合体の合成と細胞輸送】 
 第 2 章および既報[2][3]で得られた知見から，細胞への輸送効率向上および細胞核へのゲスト輸送量増
加を目的とし，水熱法による Fluo/LDHの分散性向上およびロッド状粒子への形態制御に取り組んだ． 
前駆体である塩化物型 LDH について，水熱処理温度および時間を変化させることで，生成物の粒径・
結晶性・分散性の制御に成功し，細胞輸送に適した粒径をもつ LDH ナノ粒子の合成に成功した．しか
しながら，ロッド状粒子への LDH の形態制御について検討したところ，既報でロッド状 LDH とされ
ていた粒子が LDH ではなく Al(OH)3 (Gibbsite) であることが明らかになった．LDH 粗沈殿を，一定
量のゲスト (2[Fluo]2-/[Al] = 2.5～10 程度)とともに静置式オーブンを用いて水熱処理することで，LDH
結晶の成長とともにオートクレーブ内で金属濃度勾配が生じ，ロッド状粒子 (Gibbsite) が生成すると
考えられる． 
蛍光顕微鏡観察において，Fluo/LDHナノ複合体を添加した細胞内で 2種類の緑色蛍光が観察された．
細胞核染色色素 (Hoechst 33342) と Fluo の二重染色および重ね合わせの結果，局所的に見られた強い
発光はFluo/LDH粒子由来，細胞全体に見られた弱い発光はFluoアニオン由来であることが示された．
したがって，細胞膜由来の小胞により輸送された Fluo アニオンが LDH 層間およびエンドソーム内から
細胞質へ放出されることが示唆された． 
【第 4 章 可視化プローブ LDH の合成と細胞輸送】 
第3章で確認された細胞内挙動を解明するため，細胞内のpH変化とLDH溶解挙動を可視化するLDH
の合成に着手した．pH 変化の可視化には，ゲスト分子に pH 応答性色素 (Pyranine) を選定し，第 3
章と同様の合成法により複合体 Pyranine/LDH を合成した．溶解挙動については，LDH の溶解を蛍光
による可視化を試み，希土類イオン (ユウロピウム; Eu) をドープした Mg-Al 系 LDH を固相法により
合成した． 
Pyranine/LDH は，第 3 章と同様の合成方法により合成され，100 nm 程度の板状粒子形態，強い緑
色発光および L929 細胞に対する低い毒性を示した．さらに Fluo 同様，Pyranine においても，LDH
と複合化することで細胞への輸送の促進が確認された． 
Eu ドープ LDH は，固相法と水熱処理を組み合わせることで，単一分散の均一な板状粒子として得られ
た．さらに，Mg-Al 基本層への Eu 固溶限界が 2 mol%であること，Eu 含有量に伴って発光強度が増加
することが確認された．しかしながら，細胞培養環境下における発光強度が低く，Eu ドープ LDH の細
胞内蛍光プローブとしての応用は不可能であることが示された． 
【第 5 章 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞輸送機構】 
第 4 章で得られた Pyranine/LDH ナノ複合体を用い，ライブセルイメージングにより LDH の細胞輸
送機構の解明を試みた．まず，内在化における過程では，細胞間での LDH 粒子の授受が観察された．
したがって，例えば正常細胞からがん細胞への薬剤の受け渡しなど，新たなドラッグデリバリーが可能
になる可能性が示された．次に，小胞中に取り込まれた過程では，エンドソーム内での LDH 粒子の溶
解およびエンドソームの空胞化が確認された．一方，細胞内蛍光局在の観察より，エンドソームからの
ゲスト分子 (Pyranine アニオン) のリリースを経時的に捉えることに成功した．最後に，細胞核内への
輸送過程において，ゲスト分子だけでなく LDH 粒子も細胞核内へ輸送されていることが明らかとなっ
た． 
以上より，LDH の細胞輸送機構は以下のようにまとめられる．細胞に添加された LDH が細胞膜に到
達すると，細胞膜に取り囲まれる．エンドサイトーシス機構が開始されると，LDH 粒子を含む細胞膜
由来の小胞，エンドソームが細胞質中に形成される．エンドサイトーシス経路が進行すると，エンドソ
ームはリソソームと融合するため，プロトンポンプによって小胞内 pH が酸性条件 (pH≦5) へと調整
されることが知られている[3][4]．一方 LDH 粒子の場合，プロトンにより LDH がエンドソーム内で溶解
し，酸性化不全が起きる．LDH の溶解により，LDH 基本層由来の金属濃度が上昇することで内部の浸
透圧も上昇し，多量の水が流入する．その結果，エンドソームが破裂し，小胞内に含まれていた LDH
粒子やゲスト分子が細胞内へ放出される．最終的に，これらの一部は細胞核へ輸送される．LDH 複合
体の細胞内輸送機構を下記の図にまとめる．  
 
Figure 1  Intracellular dynamics of LDH particles. 
 
【第 6 章 総括】 
LDH は， DDS 用キャリアに要求される機能，すなわち，(1) 封じ込め機能，(2) 運搬機能，(3) 放出
機能の 3 つを有することが明らかとなった．すなわち LDH は，安価でありながら，薬剤を安定に保持
することが可能であり，さらに酸による溶解性を有するため，蓄積による安全性およびエンドソームか
らの脱出およびリソソームによる分解の回避特性を有した材料である．一方，LDH は細胞の小胞内が
酸性条件下になったときに薬剤を放出することから，刺激応答性薬剤放出機能 (時間的制御特性) をも
っていると言える．DDS 用キャリアとしての実用化に向けては，これに加えて空間的制御特性の向上
が必要である．LDH 表面には多数の水酸基が存在するため，これを利用した化学修飾により，特定の
細胞に対するパッシブターゲティング特性を付与することが可能であると考える．これにより，ダブル
ターゲティングを達成できれば，LDH は，安価・低細胞毒性・高輸送効率性を達成する DDS キャリア
になり得る可能性を秘めている． 
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論文審査結果の要旨 
 
層状複水金属酸化物（LDH）は、粘土鉱物の一種であり、金属水酸化物基本層の層間にゲストアニオンを取り込
む機能を有し、新規薬剤輸送担体として注目される。本研究は、LDH の細胞内挙動を可視化し、効果的な薬剤輸送
担体とするためのLDHの設計指針について系統的に調べた研究であり、全編６章よりなる。 
第1章は緒論であり、LDHの結晶化学および化学特性などに関する過去の研究を網羅し、その特徴を述べ、また、
重要ながら未解明な事項を列挙し、その上で、本研究の目指す方向とその概要を述べている。 
 第２章では、蛍光色素フルオレセインナトリウム (Fluo) をゲスト分子としたフルオレセイン/LDH (Fluo/LDH) を
合成し、細胞に添加されたLDHの挙動を観察しており、Fluo/LDHは300 nm程度の板状粒子であり、強い緑色発光
を示し、マウス由来線維芽細胞 L929に対する毒性が低く、LDHとの複合化によってFluoアニオンの細胞輸送が促
進され、エンドサイトーシス機構によって細胞内へ輸送されることや、LDH 粒子がエンドソーム内から細胞質へ移
行し、細胞核近傍へ移行する挙動を明らかにすることに成功している。 
第３章では、細胞への輸送効率向上および細胞核へのゲスト分子輸送量増加を目的とし、水熱法による Fluo/LDH
の分散性向上および形態制御に取り組み、前駆体である塩化物型LDH合成の水熱処理温度および時間を変化させる
ことで、細胞輸送に適した粒径をもつLDHナノ粒子の合成に成功している。また、蛍光顕微鏡観察により、細胞膜
由来の小胞により輸送されたFluoアニオンが、エンドソーム内から細胞質へ放出されることを明らかにしている。 
第４章では、LDHの細胞内挙動を解明するため， pH応答性色素 (Pyranine) とLDHの複合体（Pyranine/LDH）を
合成し、Pyranine/LDHが、100 nm程度の板状粒子形態で、強い緑色発光を示し、L929細胞に対する毒性が低く、LDH
と複合化することでPyranineの細胞への輸送が促進されることを明らかにしている。 
第５章では、Pyranine/LDHナノ複合体を用い、ライブセルイメージングによりLDHの細胞輸送機構について検討
し、細胞に添加されたLDHが細胞膜に到達すると、細胞膜に取り囲まれ、LDH粒子を含む細胞膜由来の小胞（エン
ドソーム）が細胞質中に形成され、エンドソームはリソソームと融合し、プロトンポンプによって小胞内pHが酸性
化され、LDH がエンドソーム内で溶解し、内部の浸透圧の上昇によりエンドソームが破裂し、小胞内に含まれてい
たゲスト分子が細胞内へ放出され、細胞核へ輸送される機構を明らかにしている。 
第６章は結論であり、各章の結言を要約している。 
以上、要するに本論文は、LDHの薬剤輸送担体としての利用を目指し、細胞に添加されたLDHの細胞内挙動、薬
剤輸送担体としての LDHの特異性や優位性を理解し、効果的な薬剤輸送担体とするための LDHの設計指針を明ら
かにした研究であり、環境科学、物質科学の分野の発展に寄与するところ少なくない。 
よって，本論文は博士(学術)の学位論文として合格と認める。 
 
    
